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略語 
ARS:Ankyrin-repeat subunit 
ATM: ataxia telangiectasia mutated 
ATR:ATM- and RAD3-related 
CHK2:checkpoint kinases 2 
COSMIC:catalogue of somatic mutations in cancer 
CPD:cyclobutane pyrimidine dimer 
DMBA: 7,12-dimethylbenz[a]anthracene 
DNA: deoxyribonucleic acid 
DSB: DNA double-strand break  
HDR:homology-directed repair 
LOH: loss of heterozygosity 
MAPK:mitogen-activated protein kinase 
MDM2: mouse double minute 2 homolog 
MEK:MAPK/ERK kinase 
NER:nucleotide excision repair 
OA:Okadaic acid 
PCR:polymerase chain reaction 
PP:serine/threonine phosphatase 
PP6：proteinphosphatase 6 
Ppp6c：protein phosphatase 6 catalytic subunit 
PVDF:polyvinylidene difluoride 
RFLP:restriction fragment length polymorphism 
SAPS:Sit4-associated protein subunit 
SCC: squamous cell carcinoma 
SDS－PAGE:sodium dodecyl sulfate poly-acrylamide gel electrophoresis 
TAK:transforming growth factor –β activated kinase 
TPA:12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
UVB:Urtraviolet B 
4HT: 4-Hydroxytamoxifen 
6-4pp:6-4photo product 
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１．要約 
 
最近、プロテインホスファターゼ 6（PP6）の触媒サブユニット遺伝子（Ppp6c）の体細胞 
突然変異が、B-rafまたは N-ras変異を保有する悪性黒色腫患者の約 10%において、見いだ 
されることが報告された。一方、我々は、以前から発がんにおける PP6 の関与を想定し、マ 
ウスを用いて、PP6 と発がんとの関係を検証している。Ppp6c ヌルマウスが、胎生致死であ
ること（小河ら投稿中）から、コンデッショナルに Ppp6cを欠損させ、そのマウスを用いて
発がん実験をすることを考えた。そこで、皮膚特異的に Ppp6c遺伝子を誘導欠損可能なマウ
ス(K14-CreERtam; Ppp6cflox/flox)を用いて DMBA/TPAを用いた 2段階発がん実験を行ったところ、
Ppp6c 欠損皮膚では、DMBA による乳頭腫の形成が起こりやすくなることが分かった。PP6の
機能不全が、1）良性腫瘍だけでなく、悪性腫瘍（扁平上皮癌など）の発生を促進させるか、
2)ヒトの発がんの原因となる環境変異原に対してはどうか、という疑問が残った。そこで、
本実験においては、DNA 損傷により発がんを起こすことが知られている紫外線の影響を調べ
る事とした。本実験には、DMBA/TPA の 2 段階発がん実験と同様のシステムを用いた。UVB
照射(2KJ/m2)により、Ppp6c 欠損ケラチノサイトを有するマウスは、対照マウスと比較し、
皮膚扁平上皮癌の高い発生率（マウス 14匹のうち 11匹）を示した。従って、PP6機能欠損
が UVB による発がんを促進することが、明らかとなり、Ppp6c 遺伝子が、UVB 誘発発癌にお
けるがん抑制遺伝子である可能性が示唆された。このメカニズムを解明するために、UVB照
射による皮膚への影響を解析した。タイムコース実験にて、p53/p21 経路への影響を、免疫
組織学的に解析した。Ppp6c 欠損皮膚においては、p53 および p21 タンパクの核内への蓄積
は、UVB照射後、24時間をピークに著しい亢進が認められたが、コントロール皮膚ではその
上昇はわずかであった。次に、その皮膚におけるアポトーシスの有無をウエスタンブロット
で解析した。Ppp6c欠損皮膚においては、コントロール皮膚に比べて PUMA、Baxおよびcleaved 
caspase3 タンパク量の著しい亢進が認められた。 
PP6 は、DNA2 本鎖切断（DSB）の修復に重要な機能をもつことが、報告されている。そこ
で、PP6 欠損皮膚に発生した扁平上皮癌において、DSB のマーカーであるH2AX の発現を、
調べたところ、17 例中 10 例で、強陽性であった。また、p53 遺伝子変異を、p53 の蓄積を
マーカーにして調べたところ、H2AX 強陽性の 10 例中 9 例が p53 陽性であった。したがっ
て、PP6 機能不全により発生した扁平上皮癌においては、UVB による DSB の蓄積と p53 の遺
伝子変異とが、高い確率で共存することが示唆された。これらの事より、Ppp6c欠損皮膚に
おける UVB による扁平上皮癌の発生の原因としては、1)Ppp6c 欠損ケラチノサイトが、UVB
に対して高い感受性を持ち、高頻度にアポトーシスを起こすこと、2)PP6 の機能異常により、
DSB の修復が不完全なままに、代償性細胞増殖が起こること、の 2つが考えられた。  
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2. 研究背景 
 
セリン、スレオニン、チロシン残基をリン酸化する酵素がプロテインキナーゼである。そ
の反対に、リン酸化セリン、スレオニン、チロシン残基を脱リン酸化する酵素はプロテイン
ホスファターゼである。この 2 つの酵素は、オン/オフを切り替えるスイッチのような役目
を果たしている。そして、生存、増殖、分化、運動、接着、死など多様な細胞機能を制御し
ている（図 1）。PP6は、PP2A、PP4、PP6よりなる PP2Aサブファミリーに属し、セリン・ス
レオニンホスファターゼ（PPP）ファミリーに分類される（図 2）。PP6 は、ホロ酵素で、触
媒サブユニット（Ppp6c）と調節サブユニット（SAPS:Sit4-associated protein subunit）、
そして ARS（Ankyrin-repeat subunit）の 3つのサブユニットからなるヘテロ 3量体（図 3）
（1、2）で構成されている。Ppp6cは、酵母からヒトにいたるまで、全ての真核生物間で保
存されている。これまでモデル系として、下等真核生物を用いて、PP6機能を分析してきた。
分裂酵母ホモログ、Sit4 は、G1から S期への進行（3、4、5）に必要である。出芽酵母ホモ
ログ、Ppe1は、適切な染色体分離（6）のために重要である。また、PP6 線虫ホモログ、PPH-6
は、皮質収縮とスピンドルポジショニング（7）を調節する。これらの研究は、PP6 が、細
胞周期チェックポイント制御することを示唆している(8)。哺乳動物細胞株を用いた実験で
は、PP6は、有糸分裂紡錘体の形成や、電離放射線によって生じる DNA 2本鎖切断の相同性
修復（9）を制御する。また、オーロラキナーゼ A（10、11）、DNA 依存性プロテインキナー
ゼ（12、13、14）、IkB（15）、および MAPKキナーゼキナーゼ（TAK1としても知られる）（16）
の重要な調節因子であることが報告されている。これらのデータは、PP6 が、DNA修復(17)、
染色体分離(3、6)、NFkB シグナル制御(1、2)など重要な機能を持つ。全体として、これら
のデータは、PP6が、複数経路のシグナルの制御に働くことが示唆される。 
 最近では、癌との関係について、2 つの重要な研究（Hodis ら、Krauthammer ら）が報告
された。B-raf または N-ras 変異を有する悪性黒色腫患者の約 10%に、Ppp6c 遺伝子に変異
があることが報告（18､19）された。さらに悪性黒色腫組織における Ppp6c 突然変異が、高
い頻度で、LOH を伴っていたことから、B-raf または N-ras 変異の存在下で、PP6 の機能喪
失が、腫瘍形成をドライブすることが示唆された(18)。 
マウス皮膚 2段階発がん実験は、発がんに関連する重要な分子の同定または機能解析に使
用されている実験である（20、21）。本研究室の林らが行った先行研究において、皮膚特異
的に Ppp6c遺伝子を誘導欠損可能なマウス（K14-CreERtam；Ppp6c flox/flox）を用いて、イニシ
エーターとして DMBA(7,12-ジメチルベンズアントラセン）、プロモーターとして、
TPA(12-o-tetradecanoylphorbol -13-acetate）を用いて 2段階発がん実験を行ったところ、
Ppp6c が欠損したマウス皮膚では、乳頭腫の形成が起こりやすくなることが分かった。プロ
モーターを TPAから OAに変えても同様であった（図 4）。次に、DMBA（プロモーターを使用
しないで）のみ塗布した DMBA単独発がん実験を行った。驚いたことに、正常皮膚において
は、従来から知られているように、腫瘍形成が全く認められないものの、Ppp6cを欠損した
皮膚においては、腫瘍が発生し、その時期も DMBA/TPA 2段階発がん実験で認められた発生
時期と殆ど変わらないことが分かった（図 5）。この事は、DMBA単独での発がん実験では、
5 
PP6 の機能不全が、腫瘍の強力なプロモーションとなり乳頭腫を形成することが明らかとな
った(22)。以上、上記の我々の報告は、Ppp6c の機能喪失が、マウスにおける腫瘍プロモー
ターとして、作用することを示した最初のものであった。 
 皮膚がんは、ヒトがんのなかで、現在最も高頻度に発生するものの 1つである。疫学的な
検討から、紫外線（UV）、特に太陽光に含まれる UVB（280-320nm）が、皮膚発がんにおける
主要な環境変異原であることが、明らかとなっている(23、24)。本研究では、Ppp6c欠損皮
膚が、環境変異源である UVB誘発扁平上皮癌形成に影響を与えるか否かを検討するために企
画されたものである。 
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3. 研究目的 
 
 今まで、PP6 の機能不全マウスを用いた 2 段階発がん実験（DMBA/TPA）を行い、Ppp6c が
DMBA により、イニシエートされた皮膚細胞の腫瘍化を抑える遺伝子であるということを明
らかにした。しかし、以下の疑問が残った。 
 
（1）良性腫瘍だけでなく悪性腫瘍（扁平上皮癌など）の発生を促進させるのか？ 
 
（2）ヒトの発がんの原因となる環境変異原に対してはどうなのか？ 
 
 そこで、DNA 損傷により、発がんを起こすことが知られている紫外線と、PP6 の関係を明
らかにすることを目的として本実験を実施した。 
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4. 研究方法 
 
4-1. 実験動物 
ホモマウスの作製を目的に、ヘテロマウス（Ppp6c +/-）同士の掛け合わせを行い、Ppp6c
遺伝子欠損マウスのフェノタイプを調べた。生まれたマウスは、野生型：ヘテロ：ホモが 1：
2：0と、Ppp6c欠損マウスは、胎生致死であった。 
そのためコンデッショナルノックアウトマウス（Ppp6c欠損マウス）作製を以下のように
実施した。ターゲッティングベクターでは、Ppp6c の触媒活性中心である領域 exon4を包み
込むように loxp を配置した。ポジティブセレクション用に Neo 遺伝子を挿入した。ゲノム
DNA PCR で、exon4欠損確認のために用いたプライマーは aと bである。Floxed Ppp6c allele
は ES 細胞に Targetting vector をトランスフェクションし、相同組み換えをおこして得ら
れた（図 6）。次に定法に従い、ES細胞での相同組み換え体作製後、Ppp6c flox/+マウス同士を
掛け合わせて、Ppp6c flox/ floxマウス 
（http://www.cdb.riken.jp/arg/mutant%20mice%20list.html 受託番号 CDB0850K C57BL/6 
と CBAの雑種）を作製した。Ppp6c遺伝子欠損アレルの作成は、上記マウスと CAG-CreTgマ
ウス（理研）の交配により行った。K14-CreERtamトランスジェニックマウス（CD1種）を Jackson 
Laboratory から購入し、C57BL/6マウスと 4世代戻し交配したマウスと、Ppp6cflox/floxマウ
スと交配して、K14-CreERtam；Ppp6c flox/floxマウスを作製し、実験に供した（図 7）。マウス
の取扱いは、宮城県立がんセンター研究所動物実験委員会の承認を受け、指針に従って実験
を行った。 
 
4-2. 試薬 
4HTは 4-Hydroxytamoxifen（Tront reseach chemical, Northyork、Canada）を使用した。 
 
4-3．Ppp6c欠損の PCR解析による確認 
Ppp6c 遺伝子の exon4 欠損の有無は、プライマーa、bを用いて PCRにより調べた（図 1A）。 
プライマーaは、5'TATCACGAGGCCCTTTCG-3 '、プライマーbは、5'TAGTGAACCTCTTCGAGG-3'。  
Ppp6cfloxアレルを持つ PCR産物と、exon4欠損アレルを持つ PCR産物は、それぞれ 796 bp 
および 275 bpであった。 
 
4-4．UVB誘発皮膚発がん実験 
K14-CreERtam；Ppp6c flox/floxマウス(8週齢)背部皮膚 2.5cm×3.5cmを剃毛し、２日後 
同部に対し、4HT（0.4mg/マウス）を含む 100l アセトン（4HT+）、また、コントロールとし
て 100lアセトン（4HT-）で 5日間連続塗布した。その 2日後より、両方のグループのマウ
スに対して、イソフルランで麻酔し、UVB照射（2KJ/m2、週 3回、40 週）(25、26、27、28)
を行った。UVB 照射装置として、バイオリンク BLX（Vilber Lourmat、French）を用いた。
光源としては、UVB312nm をスペクトルピークとするものを用いた。マウスは毎週、腫瘍の
発生の有無を調べ、直径１mmを超える腫瘍の数を記載した。 
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4-5.組織学的検査 
 皮膚腫瘍および皮膚組織は、10%中性緩衝ホルマリン固定後にパラフィン包埋し、HE染色
（ヘマトキシリン・エオジン染色）を実施し、宮城県立がんセンター内の 2人の病理医によ
り、顕微鏡的に検査した。観察には、BX53（Olympus,Tokyo,Japan）の顕微鏡を用いた。 
 
4-6.免疫組織化学的検査 
免疫組織化学的検査は、DAKO ENVISION system(cat.no.K5355,DAKO,Glostrup,Denmark)を 
用いて行った。5μm切片を脱パラフィン後、賦活剤としてtarget retrieval solution 
(cat.no.S2369,DAKO,Glostrup,Denmark)を用いてMicrowave ovenによる抗原腑活化処理20
分間実施、PBSで3回洗浄した。次に、内因性ペルオキシダーゼ活性をブロックするために30
分間、H2O2/メタノール/PBS溶液(1:50:50)中でインキュベートした。続いて、PBSで3回洗浄
後、1次抗体希釈溶液を用いて、4℃で1晩、1次抗体と共にインキュベートした。PBS3回洗浄
後、2次抗体を用いて染色した。ジアミノベンチジン染色後、対比染色としてマイヤーのヘ
マトキシリンを用いた。以下に使用した1次抗体を示す。 
1次抗体 
( ⅰ ) マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ki67 抗 体 (cat.no.#9449,Cell Signaling 
Technology ,Danvers,USA）希釈倍率 400倍  
( ⅱ ) ウ サ ギ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 p53 抗 体 (cat.no.#2524,Cell Signaling 
Technology,Danvers,USA）希釈倍率 1000倍 
( ⅲ )マウスモノクローナル抗H2AX 抗体(cat.no.05-636,Millipore,Darmstadt,Germany） 
希釈倍率 200倍 
( ⅳ ） マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 p21(F5) 抗 体 (cat.no.SC6246, santa cruz 
biotechnology,Texas,USA)希釈倍率 50倍  
 
4-7.ウエスタンブロッティング 
細胞は、PBSで洗浄後、氷冷した RIPA buffer[(50mM Tris-Hcl,150mM Nacl,1mM  
EDTA,0.1%SDS,1%Triton-X100,10%Glycerol),0.1%DOC,PhosSTOP(RocheDiagnosis,Basel,Sch
weiz),10ug/ml leupeptin,10ug/ml aprotinin]を用いて回収し、氷冷した超音波破砕で融解
した。遠心分離(13,000rpm、4℃、5分間)後、その上清を細胞抽出液とした。SDS－PAGE は、
Mini-Protein TGXTMGel(BIO-RAD,California,USA)を用いて電気泳動後、PVDF フィルター
（BIO-RAD）に転写した。タンパクは、ECL法で発光させ、LAS4000mini（Fujifilm,Tokyo,Japan）
にて検出した。 
以下に使用した 1次抗体を示す。 
1 次抗体 
( i ） ウ サ ギ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 p53 抗 体 (cat.no.#2524,cell signaling 
Technology,Danvers,USA)希釈倍率 1000倍 
( ⅱ ） マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 PUMA 抗 体 (cat.no SC377015,santa cruz 
biotechnology,Texas,USA)希釈倍率 50倍 
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(ⅲ）ラビットまたはヤギポリクローナル抗 Bax 抗体(cat.no. SC 526,santa cruz  
biotechnology,Texas,USA)希釈倍率 50倍 
(ⅳ）ラビットモノクローナル抗 Cleaved caspase3 抗体(cat.no.#9664,cell signaling 
Technology,Danvers,USA ）希釈倍率 2,000倍。 
(ⅴ) マウスモノクローナル抗H2AX 抗体(cat.no.05-636,Millipore,Darmstadt,Germany） 
希釈倍率 1,000倍 
(ⅵ) ラビットポリクローナル抗α-tubulin抗体-HRP(cat.no.PM054-7,MBL,Nagoya,Japan) 
希釈倍率 4,000倍 
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5.研究結果 
 
5-1．CreERtam活性化による Ppp6c欠損誘導と欠損効率の確認 
Ppp6cヌルマウスは、胎生致死だったため、タモキシフェン投与により皮膚特異的にPpp6c
欠損をおこすマウス（K14-CreERtam; Ppp6cflox/flox）を用いて、UVB照射により、皮膚腫瘍形成
促進が認められるか否かを目的として研究を行った(29)。K14-CreERtamシステムでは、K14
ケラチンが発現する細胞（主に上皮細胞基底層の細胞）において、CreERtamが細胞質に発現
する。このCreERtamが、4HT投与により核へ移動し、loxpに挟み込まれたexon4にあるPpp6c
部位を欠損させることが可能となる（図8A）。このシステムによりどのくらいの欠損効率（組
み換え率）になっているかを検証するために、マウス背中の皮膚に、4HTを連続5日間塗布し、
その2日後に該当部の皮膚抽出液から精製したゲノムを用いて、exon4欠損（図8A）の有無を
調べた。未処置14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウスの皮膚からのゲノムDNAを鋳型として、プラ
イマーaおよびbを用いたPCR（方法を参照）では、floxedアレル由来796 bpの長さのバンド
（図8B）が得られた。一方、4HTを処理した14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウス皮膚由来のゲノ
ムDNAを鋳型とした場合は、floxedアレル由来のエクソン4が欠損した際に得られる275 bp
の長さのバンド(図8B)が認められた。次に、欠損効率を調べることを試みた。Ppp6c +/-マウ
スおよびPpp6c flox/+マウスの尾より抽出したゲノムDNAを各比率で混合させPCRを行った。4HT
処理14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウスの皮膚DNAを用いたPCRで得られた796bpと275bpの濃度
比は、Ppp6c flox/+と Ppp6c +/-由来のゲノムを6:4に混合したDNAを用いて得られたそれと同じ
であったことから、組換えは、約60％以上の効率であると考えた。（データ未掲載） 
 
5-2．UVB照射による皮膚発がん実験 
8週齢の14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウス皮膚に対して、図9Aに示すスケジュールで、連続
5日間4HT塗布による前処理後（コントロールはアセトンのみ）、3日後にUVB（2KJ/m2）を週3
回、40週まで実施した。 
 
5-3．UVBは、Ppp6c欠損マウス皮膚において高率に腫瘍発生を起こす 
Ppp6c 欠損マウス皮膚では、腫瘍は、約 30 週（図 9B）で出現し、40 週で 14 マウス中 11
マウスが腫瘍を形成（80%）した。総腫瘍数は 17 であった（表 1）。以上より、UVB照射発が
ん実験において、Ppp6c 機能欠損は、腫瘍発生促進的に働く。欠損型では、約 80％（11/14）
のマウスに扁平上皮癌が発生した。 
  
5-4．UVB誘発皮膚扁平上皮癌の病理学的解析 
発がん実験に用いたマウスを UVB照射後 40週で安楽死させ、腫瘍をヘマトキシリン 
エオジン染色（HE染色）、免疫組織学的染色（Ki-67）にて解析した。Ppp6c欠損担癌マウ 
ス 11匹から、総腫瘍数 17腫瘍のうち、組織学的検査で、17腫瘍すべてを扁平上皮癌（SCC）
（表 1）と評価した。代表的な SCC サンプル（表 1 の tumor No.14）の肉眼画像、顕微鏡画
像は、図 10に示した。肉眼的には、この腫瘍は、瘢痕様を呈し、浸潤癌のクライテリア（①
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直径 3ｍｍ以上、②腫瘍からの出血、③潰瘍、クレーター、またはびらん）（30）のうち①
と③に合致していた（図 10）。顕微鏡的には、この腫瘍の核は大小不同を示し、一部、拡大
した、胞巣状構造を呈し、一部角化を示す腫瘍ということで、扁平上皮癌と診断した（図
10）。真皮内浸潤がみられたので、浸潤癌とし、Actinic Keratosis は否定した。また、角
化を確認しているので、Bowen 病も否定した。また、メラノーマの発生はなかった。Ki67
免疫組織学的解析では、扁平上皮癌と同様に増殖を示す陽性像が見られた。 
 
5-5．Ppp6c欠損皮膚において、UVB誘導 p53および p21発現が増強する 
マウス皮膚において、UVB 照射により、p53 依存性に細胞周期停止、あるいはアポトーシ
ス誘導に関わるタンパク質の発現が、誘導されることが知られている（28、31）。そこで、
我々は、PP6欠損で、これら p53経路の活性化に差異が認められるか否かを、調べることに
した。我々は、Ppp6c 欠損（4HT+）およびコントロール（4HT-）（各々4匹のマウス）を使用
して、UVB照射後の皮膚における p53誘導の時間経過を調べた。陽性細胞のカウントは、各
時間（0、3、６、12、24、48、72 時間）毎のサンプル 5 視野平均を、さらに 4 匹の平均で
プロットした。Ppp6c 欠損皮膚では、UVB 照射 3 時間後からケラチノサイト核内に、p53 の
蓄積が認められ、その蓄積は 24 時間をピークとして、72 時間まで続いた（図 11 左）。24
時間後においては、約 40％の細胞が p53陽性となった。 
次に、p53の標的遺伝子の 1つである p21について検討した（図 11右）。UVB照射後、Ppp6c
欠損皮膚においては、3 時間後から、ケラチノサイトの核内に、p21 が認められるようにな
った。この p21陽性細胞は、p53陽性細胞とほぼ同様なタイムコースで出現し、24時間後に
おいては、約 50％の細胞が p21 陽性となった。一方で、コントロール皮膚においては、24
時間後でピークを示したが、その陽性率は欠損皮膚に比べて非常に低かった。これらをまと
めると、UVB照射 Ppp6c機能欠損型において、p53 および p21タンパクの核内の発現上昇が、
Ppp6c 機能欠損ケラチノサイトにおいて、著しく増強されることが明らかとなった。 
 
5-6．Ppp6c欠損皮膚では UVB誘導アポトーシス関連タンパクの発現上昇が増強する 
Ppp6c 欠損皮膚において、UVB 照射後の p53 タンパクの増加が著しく増加したことから、
その皮膚において、アポトーシスが誘導される可能性が考えれた。そこで、UVB照射後のア
ポトーシス関連タンパク（p53, PUMA,Bax,Cleaved caspase3）の発現誘導の有無を、時間を
追って解析した(図 12)。まず、p53の標的タンパクである PUMA,Baxの発現を調べた。Ppp6c
欠損（4HT+）皮膚において、PUMA、Baxのタンパク発現は、UVB照射後、PUMAは 6時間より、
Bax は 3 時間より上昇を始め、24 時間まで亢進が認められた。一方、コントロール(4HT-)
皮膚においては、その上昇はわずかであった。次に、その下流で様々な基質を分解し、アポ
トーシスを執行する caspase3 の活性化（切断）を、Cleaved caspase3 の発現で調べた。
Cleaved caspase3 は、UVB 照射 6 時間後から認められ、24 時間後までその上昇は続いた、
一方、コントロール(4HT-)皮膚においては、その発現上昇はわずかであった。ｐ53 タンパ
クレベルの上昇も、Ppp6c 欠損（4HT+）皮膚において、著しく増強されていた。UVB照射後、
Ppp6c 欠損皮膚において、p53、PUMA、Bax、Cleaved caspase3 の発現上昇が増強されたこと
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により、PP6 機能が欠損しているケラチノサイトにおいて、UVB 刺激によるアポトーシスが
活性化されていることが示唆された。 
 
5-7．UVB誘発皮膚扁平上皮癌における p53およびH2AXの同定 
DNA の 2 重 鎖 切 断 損 傷 (DSB:DNA double strand break) の 修 復 に 働 く の が 、
HDR(Homology-Directed Repair)であるが、PP6 は、この HDR に必須であることが報告され
ている（11）。そこで、UVB によって誘発された皮膚扁平上皮癌組織(SCC)において、DSB の
マーカーであるH2AX（25、26）の発現を調べた。今回得られた腫瘍の中で典型的なものの
1 つ（表 1 の 14）のマクロ画像および顕微鏡画像を、図 13 に示す。肉眼的所見では、この
SCC は潰瘍を伴う瘢痕様の腫瘍を呈している（図 13 上）。このサンプルを用いて、抗H2AX
抗体で、免疫組織染色を行った（図 13中央）。この陽性率は、54%で陽性率を+とした。他の
SCC サンプルに関しても、同様に、抗H2AX 抗体で、免疫組織染色を行った（表１）陽性率
は、++(＞60%)、+(5-60%)、-(<5%)で分類した。表 1 に示すように、調べた 17 腫瘍のうち、
10 腫瘍はH2AX陽性であった。これらの腫瘍においては、DSBが未修復のまま残されている
ことが示唆された。次に、腫瘍における p53陽性の有無を解析した。UVB は、CPD(cyclobutane 
pyrimidine dimer)を形成させ、C から T、CC から TT 変異を誘導するが（18、20）、この変
異が p53遺伝子に起こった場合、p53タンパク質の立体構造変化が起こり、ユビキチンリガ
ーゼ MDM2 によるユビキチン依存性の分解に対して抵抗性になり、結果として変異 p53 が蓄
積する事が知られているからである(32)。典型的 SCC サンプル（表 1 の No.8）を用いて、
抗 p53 抗体で免疫組織染色を行った（図 13 下）陽性率は、60%であり、陽性率を++とした。
他の SCCサンプルに関しても、同様に陽性率を調べた（表１）。p53 陽性サンプルは、10/17
であった。また、H2AXが陽性となっている組織 10個のうち 9個が、p53陽性であることが
分かった。以上より、Ppp6c 機能欠損マウスに発生した UVB照射誘発腫瘍において、p53(+)、
H2AX(+)は、90％(9/10)陽性であった。この事は、Ppp6c 欠損皮膚において、UVB により誘
発された SCC においては、高い頻度で、DSB の修復不全と、p53 変異がカップルして存在し
ているとが示唆された。 
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6.考察 
我々は、以前、Ppp6c欠損が、マウスの皮膚において、DMBAによる乳頭腫の発生を強く促
進することを見出した。しかし、この腫瘍促進作用が、良性腫瘍においてのみ認められるの
か、また、DMBAに特異的であるのかどうかは不明であった。我々は、この実験で、PP6の機
能不全が、UVB 誘導発がんにおいても促進的に働くことを明らかにした。この事は、PP6 が
紫外線発がんにおけるがん抑制遺伝子であることを示唆するものであった。 
 UVB 照射は、ヒトおよびマウス皮膚において、DNA 損傷、細胞周期停止、およびアポトー
シスを引き起こす事が知られている（28、31）。我々は、Ppp6c 欠損皮膚において、アポト
ーシスのマーカーである cleaved caspase3のタンパクレベルが、UVB 照射後 6から 24時間
にわたってコントロールに比べて、著しく上昇している事を見出した。この事は、UVB照射
によって生じた DNA傷害の修復が不完全で、そのためにアポトーシスの経路が強く活性化さ
れた事が考えられる。Ppp6c 欠損ケラチノサイトにおける、UVB による強いアポトーシスの
活性化は、おそらく p53 を介して Baxによると考えられた。なぜなら、Baxのタンパクレベ
ルでの上昇が、p53の核での蓄積とほぼ同じタイムコースを示したからである。 
我々の見出した重要な知見は、UVB により誘導される p53 の蓄積が、Ppp6c 欠損ケラチノ
サイトで、著しく増進するということである（図 14､15）。その分子機構を特定できていな
いが、いくつかの可能性がある。仮説 1）Ppp6c 欠損細胞では、損傷 DNA 修復異常があり、
それが ATM、ATR と CHK2 の活性化の引き金となる可能性（図 16）。仮説 2）ATM,ATR または
CHK2 が PP6の基質である可能性：PP6の機能不全により、それらの過剰なリン酸化（活性化）
が起こることになる（図 17）。仮説 3）p53 が PP6 の基質である可能性：PP6 の機能不全で、
p53 の N 末端の過剰なリン酸化が起こり、そのため、ユビキチンリガーゼ MDM2 が結合でき
ず、p53 が安定化する可能性がある（図 18）。仮説 4）MDM2 が PP6 の基質である可能性：特
定の MDM2 サイト（ATM リン酸化部位）のリン酸化は、MDM2 のユビキチンリガーゼとしての
機能を損なう（図 19）。以上、4つの仮説は、いずれも、結果として p53 の安定化に働く(図
19)。 
特に強調したいことは、Ppp6c 欠損ケラチノサイトにおいて、UVB 誘発皮膚扁平上皮癌の
半分以上が、p53陽性かつH2AX陽性だったことである。ここで認められる p53陽性は、p53
遺伝子変異により蓄積（分解から回避された結果）したものと考えられた。これら p53陽性
細胞は p21陽性を示さなかったからである。シークエンスで確認はしなかったが、この変異
は p53 の転写活性を失活させるタイプと考えられた。一方で、UVB 照射により CPDs ができ
ることが知られている。CPDsは、DNAの複製を阻害するばかりでなく、複製が阻害された場
所において DSBを生じさせる。CPDsは、NER(nucleotide excision repair)で修復されるこ
とから、PP6が NERに働くとすれば、PP6機能破綻→CPDの修復不全→DSBの発生の可能性が
ある。したがって、PP6 がいかに NERに関与するのかが今後の課題となった。 
皮膚の腫瘍促進剤として、UV に対する発がん感受性には、かなりのマウス株間では差が
あると知られている（21）。Kitajima らによると、マウス株による UV 腫瘍促進感度分布パ
ターンは、BALB/c＞C3H/He＞C57BL/6 となり、C57BL/6 は、慢性的な紫外線暴露による腫瘍
誘発に対する感受性が低いことが述べられている（33）。本実験では、UV誘発腫瘍に比較的
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耐性がある C57BL/6 において、Ppp6c 欠損で腫瘍を発生させたことは、PP6 の機能が皮膚腫
瘍化の抑制で、特に重要な働きを持つことを示唆している。UVB 誘発発がんにおいても、
DMBA/TPA2 段階発がんと同様に、乳頭腫から SCC が発症することが知られている(20)。しか
し、本実験においては、少なくともそのような所見は認められなかった。それは、C57/BL6
の特徴なのか、または、PP6欠損における腫瘍発生の特徴なのかは不明である。 
 以上まとめると、我々は、ケラチノサイト特異的に、Ppp6c 欠損マウスにおいて、UVB 照
射により、扁平上皮癌の発生頻度が著しく増加することを見出した。UVB照射後のタイムコ
ースを調べると、p53、 Bax そしてアポトーシス経路が、Ppp6c 欠損ケラチノサイトにおい
て、著しく亢進していることが分かった。これらの知見は、蓄積した DNA傷害が、アポトー
シスを誘導し、結果として代償性の細胞増殖を促すことが、扁平上皮癌発生のメカニズムで
あることが示唆される（図 20）。 
2段階発がん実験は、皮膚以外にもさまざまな臓器で行われており、一般に、臓器ごとに
発がんプロモーターが存在する。しかし、オカダ酸類似の化合物は、皮膚だけでなく、ラッ
ト胃、肝において発がんプロモーターを示すことが知られている（34）。この事は、PP6 を
含む PPPの阻害が、組織にかかわらず、発がんプロモーターとして働くということを示唆す
る。最近、乳腺の悪性腫瘍、乳癌において患者 157名（北京、中国）を用いた研究が行われ
た。乳癌と良性乳房疾患の関係を Ppp6c の発現を調べたところ、ヒト乳癌における Ppp6c
の発現は良性乳腺疾患に比べて有意に低い結果であった(9)。COSMIC（Cancer of Somatic 
Mutation in Cancer）データによると、Ppp6c 遺伝子変異は、悪性黒色腫、皮膚がんだけで
なく、肺癌、子宮体癌、大腸癌にも検出されている。現在、我々は、当研究所の組織バンク
を用いて、皮膚がん以外の、がん組織における Ppp6c異常（発現低下や変異）の有無を解析
中である。現在までのところ、遺伝子発現低下が、いくつかのがん組織で認められている。
今後、さらに、各種がん組織に関して解析し、Ppp6c異常の頻度、また病態や予後との関係
について明らかにしたい。 
今後は、PP6 機能不全によって発生した癌に対する、予防や治療法の開発が重要である。
PP6 は、活性をもつ酵素であるので、その活性を標的とした治療が考えられる。第一義的に
は、PP6 活性低下が原因となって発生した癌に対する、Ppp6c 遺伝子発現の正常化や PP6 活
性を賦活するという治療法である。また、キナーゼ側からのアプローチも考えられる。すな
わち、PP6に対するキナーゼを同定して、その阻害剤を使うという方法である。これらを現
実化させるためには、Ppp6c 遺伝子の発現制御および PP6活性制御機構の詳細な解析が必要
になると考える。  
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7. 結論 
 
プロテインホスファターゼ 6の触媒サブユニットが、紫外線による皮膚扁平上皮癌の、が
ん抑制遺伝子であることを示す結果を得た。この遺伝子産物の発がん抑制メカニズムを明ら
かにする事は、紫外線誘発がんの予防と治療開発への重要な手がかりとなると考える。 
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図表説明 
 
図 1 プロテインホスファターゼ 
タンパクのセリン、スレオニン、チロシン残基を、リン酸化するプロテインキナーゼ。タン
パクのリン酸化セリン、スレオニン、チロシン残基を脱リン化するプロテインホスファター
ゼ。キナーゼ、ホスファターゼ、この２つの酵素は、表と裏のように、オン/オフを切り替
えるスイッチとしての役目を果たしている。そして、多様な細胞機能を制御し、生存、増殖、
分化、運動、接着、死などに関与している。 
 
図 2 プロテインホスファターゼの分類 
ホスファターゼは、タンパクのリン酸化セリン、スレオニンの脱リン酸化を行う PPP（セリ
ン・スレオニンホスファターゼ）と、タンパクのリン酸化チロシンの脱リン酸化を行う PTP
（チロシンホスファターゼ）と、両方の脱リン化を行う DSP（2 重特異性ホスファターゼ）
に分けられる。PP6は PPP ファミリーのなかの PP2Aサブファミリーに分類される。 
  
図 3 プロテインホスファターゼ 6（PP6）の構造 
PP6 は、触媒サブユニットである Catalytic domain (Ppp6c)と、調節サブユニットの SAPS 
domain(Sit4-associated protein subunit）と、ARS domain（ankyrin –repeat domain）の
3 つのサブユニットからなる、ヘテロ 3量体を形成している。 
 
図 4 Ppp6c欠損マウスの腫瘍形成を促進する（DMBA/TPA、DMBA/OA 2 段階発がん実験） 
（A）DMBA/TPA 2段階発がん実験スケジュール 
Ppp6c 欠損マウス（4HT+）とコントロールマウス（4HT-)に対して、DMBA（100μg/100ul ｱｾ
ﾄﾝ）をイニシエーターとして用い、TPA（1ug/100ul ｱｾﾄﾝ）または OA（5ug/100ul ｱｾﾄﾝ）を
プロモーターとして使用した時の 2段階発がん実験のスケジュール。 
（B）DMBA/TPA 2段階発がん実験による腫瘍形成 
Ppp6c 欠損マウス（4HT+)(n=8)、コントロールマウス 4HT(-)(n=6)を用いて、DMBA/TPA 2段
階発がん実験を行った。上は乳頭腫発生マウス割合（%）を示す。下は１匹あたりの平均乳
頭腫数を示す。 
（C）DMBA/OA 2段階発がん実験による腫瘍形成 
Ppp6c 欠損マウス（4HT+)(n=11）、コントロールマウス（4HT-)(n=7)に対して、DMBA/OA２段
階発がん実験を行った。上は乳頭腫発生マウス割合（%）を示す。下は１匹あたりの平均乳
頭腫数を示す。 
 
図 5 Ppp6c欠損マウスは腫瘍形成を促進する（DMBA単独での発がん実験） 
（A）DMBA単独による発がんスケジュール 
Ppp6c 欠損マウス（4HT+)とコントロールマウス（4HT-)の K14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウス
に対して、DMBA(100μg/100ul ｱｾﾄﾝ)単剤による発がん実験を行ったスケジュールを示す。 
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（B）DMBAによる腫瘍形成 
Ppp6c 欠損マウス（4HT+)(n=15)、コントロールマウス（4HT-)(n=7)に対して、DMBA による
発がん実験を実施した。上は乳頭腫形成マウス割合（%）を示す。下は１匹あたり平均乳頭
腫数を示す。 
（C）DMBA誘発乳頭腫の肉眼的観察 
DMBA 投与から、20週経過後に発生した乳頭腫を示す。 
（D）DMBA誘発乳頭腫 HE 染色 
上記（C）腫瘍に対して、HE 染色を行った。対物レンズは、4 倍を用いた。スケールバーは
500μmを示す。 
 
図 6 Ppp6cフロックスアレルの作成 
Wild allele：マウス Ppp6c ゲノムの構造。Targeting vector：exon4 を囲んで loxpおよび
neo 遺伝子を挿入した。Floxed Ppp6c allele：ES細胞に Targeting vector をトランスフェ
クトし、相同組換体を得た。 
 
図 7 本実験に用いたマウス作成 
Ppp6c flox/+マウス同士を掛け合わせて Ppp6c flox/floxマウスを作製後、K14-CreERtamマウスと、
かけわせて目的とする K14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウスを作製した。 
 
図 8 CreERtam活性化による Ppp6c欠損誘導 
（A）Ppp6cfloxアレルと、Ppp6cΔアレルの模式図。 
4HT 投与により CreER は核内に移動し、遺伝子の組換えをおこす。a およびｂは、exon4 の
欠損を検討する PCRの為に用いたプライマーの位置を示す。 
（B）皮膚から調製したゲノム DNAを用いた PCR 解析。 
K14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウス皮膚で、4HT 未処理（レーン 1）または 4HT 処理（レーン
2）、正常 C57BL/6マウス皮膚（レーン 3）、及び Ppp6c flox /-マウス皮膚（レーン 4）。 796 bp
および 275 bp のフラグメントは、それぞれ、Ppp6cfloxアレルと、Ppp6cΔアレル由来の PCR
フラグメントである。 
 
図 9 UVBは、Ppp6c欠損マウス皮膚において高率に腫瘍発生を起こす 
（A）UVB誘発発癌のスケジュール。K14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウスは剃毛し、2グループ
に分けた。1 つのグループには、前処置として、4HT 投与を 5 日連続投与、コントロールの
グループは、アセトンのみを投与した。最終 4HT 処理の 3日後から UVB 照射を開始した。UVB
は 1回に 2 KJ/m2の用量で、週に 3回、40週にわたって照射した。 
（B）Ppp6c欠損皮膚では、腫瘍は、約 30週で出現し、40週で 14マウス中 11マウスが腫瘍
を形成（80%）した。総腫瘍数は、17であった。 
 
図 10 UVB誘発皮膚扁平上皮癌の病理学的解析 
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（A）Ppp6c欠損マウス皮膚で得られた皮膚扁平上皮癌(表１ tumor No.14)の肉眼的所見（黄
矢印） 
（B）腫瘍（図 3A）のヘマトキシリンエオジン染色（右上、左下は拡大像。対物レンズは右
上 10倍、左下 40倍） 
（C）免疫組織化学染色（抗 Ki67抗体）（対物 10倍）。 
 
図 11 Ppp6c欠損皮膚において、UVB誘導 p53および p21発現が増強する 
（A）8 週齢の K14-CreERtam; Ppp6c flox/floxマウスを、図 9 で記したように、2 群に分けて前
処理を行い、UVB照射（2 KJ /㎡）を１回行った。その後、記載された時間で、皮膚サンプ
ルを調整し、抗 p53抗体または抗 p21抗体を用いて、免疫組織染色を行った。4つの独立し
た実験からの代表的なデータを提示する。 
（B）Aにおいて、枠で囲まれた画像を拡大して提示する。p53陽性および p21陽性細胞を矢
印で示す。 
（C）UVB照射後の出現する p53または p21陽性細胞の割合。Bで得られたサンプルで、5つ
の異なる視野において、100ケラチノサイトにおける p53または p21 陽性細胞を計数し、そ
の平均値を求めた。データは、4匹のマウスを用いた実験の平均値±SEで表す。 
 
図 12 Ppp6c欠損皮膚では UVB誘導アポトーシス関連タンパクの発現上昇が増強する 
図 9 で記したように、2 群に分けて前処理を行い、UVB 照射（2 KJ /㎡）を１回行った後、
記載した時間毎に皮膚組織を切除し、その細胞抽出液を用いてウエスタンブロット解析を行
った。1次抗体として、抗 p53抗体、抗 PUMA抗体、抗 Bax抗体、抗 cleaved caspase3抗体、
および抗tubulin抗体を用いた。3つの独立した実験からの代表的なデータを示す。 
 
図 13 Ppp6c欠損皮膚における UVB誘発皮膚扁平上皮癌における p53とH2AXの同定 
UVB照射40週間後に皮膚扁平上皮癌と診断された腫瘍（表 1 tumor No.8）の肉眼的画像（上）。
同じ腫瘍における p53（中央）とH2AX（下）の免疫組織染色を示す。 
 
図 14 UVBによる正常な p53シグナル伝達経路 
UVB により DNA ダメージがおこると ATM/ATR 経路により p53 がリン酸化され、p21 を経由し
て DNA修復や細胞増殖停止、PUMA,Baxを経由してアポトーシスがおきる。 
 
図 15 なぜ、p53の活性化（タンパク量の増大）が促進されるのか？ 
Ppp6c 欠損細胞に対して、UVBを照射することにより、コントロールマウスに比較して、p53
の過剰なリン酸化が引き起こされる。 
 
図 16 仮説１：DNA修復異常 
Ppp6c 欠損細胞で、損傷 DNA修復異常があれば、DSBが蓄積する。それにより ATM、ATR、お
よび CHK2が過剰な活性化がおこる。 
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図 17 仮説 2：ATM/ATRまたは CHK2が PP6の基質である可能性 
ATM、ATR、または CHK2が PP6機能不全により、過剰な活性化がおこる。 
 
図 18 仮説 3：p53が PP6 の基質である可能性 
PP6の機能不全で p53の N末端の過剰な活性化が起こり、そのため、ユビキチンリガーゼ MDM2
が結合できず、p53が安定化する。 
 
図 19 仮説 4：MDM2が PP6 の基質である可能性 
MDM2 は ATMにより、リン酸化されるサイトがある。そのリン酸化は、MDMの機能を阻害する
ことが知られている。PP6 の機能不全で、MDM のこのサイトが、過剰にリン酸化されること
で、MDM2を不活性型に保ち、結果として、p53 の蓄積が起こる。 
 
図 20 なぜ、反復 UVB 照射により、Ppp6c 欠損ケラチノサイトで、SCC が発生しやすくなる
のか？ 
CPDs や 6-4PPs ができることにより、DNA 複製阻害をおこし、さらに p53 変異ができたり、
DSB ができる。CPDs や 6-4PPs は、DNA の複製を阻害するばかりでなく、複製が阻害された
場所において DSBを生じさせる。CPDsは NERで複製されることから、NERが PP6により制御
されるか否かが、重要な課題となる。 
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